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論 文 内 容 要 旨
薬物代謝酵素は医薬 品や環境汚染物質 などの生体 内における代謝活性化 や解毒化 に重要 な役 割 を果 たす
一方 で
,臨 床で大 きな問題 となっている薬物相互作用 に関与 してい る。薬物代謝酵素が 関与す る薬物相互
作用 は,そ の原 因が酵素 阻害 によるもの と酵素誘導 による ものが知 られている。薬物代 謝酵素の ひとつで
あるチ トクロームP450(P450)は 基質 を酸化す る一酸素原子添加酵素で,遺 伝子 スーパ ーフ ァミリーを
形成 し,脂 肪酸,ス テロイ ド,プ ロス タグランデ ィンな どの生理活性物 質や薬物,発 癌物質,環 境汚染物
質 な どの外 来性 生体異物 の酸化 的代 謝 に重 要 な役割 を果 た してい る。CYP3Aサ ブ ファ ミリー に属す る
P450は 肝臓 お よび消化管 の主要 な分子種 で あ り,実 験動物 や ヒ トか ら多 くの分子種 が同定 されてい る。
これ らのP450は ステ ロイ ドの6β 一水酸化 反応 を触媒 し,ス テ ロイ ドの恒常性維持 に関与 している と考 え
られ ている。 ヒ トで はCYP3A4,CYP3A5,CYP3A7,CYP3A43,の4種 類 の分子種 が同定 され ている。
中で もCYP3A4は 肝 臓 や消化 管 の主要 なP450分 子種 で,医 薬 品の60%以 上 の代 謝 に関与 して いる。
cyR鍛4遺 伝子 の発現 は,糖 質 コルチ コイ ド,成 長 ホルモ ン,ト リヨー ドチロニ ンなどのホルモ ン類,フ
ェノバル ビタール,ク ロ トリマ ゾール,ト ログ リタゾン,リ ファンピシ ン,ニ フェジピンなどの種 々の薬
物 によって誘導 されるこ とが知 られ てい る。 ところがCYP3A分 子種 の誘導 は薬物 によって ヒ トと実験動
物 との問に誘導能 の大 きな差 が認 め られるため,動 物実験 の結果 か らヒ トでの酵素誘導 を予測す るこ とは
難 しい。その ため医薬 品を開発す る上 でCYP3A4の 誘導 を予測可 能な優 れたス クリーニ ング系の開発が
望 まれている。
近年,CyR蹴 遺伝子発現 の誘導 に核内 レセプターPXR(pregnaneXreceptor)が 関与 している と報告 さ
れた。PXRはCYP3A4遺 伝子 のプロモ ーター領域 にあるER-6(evertedrepeatseparatedbysixnucleotides)
と呼ばれ るpalindrome様 配列 に結合 す ることによって転 写活性 化す ると考 えられ ている。 また,CyP3A4
遺伝子 にはPXRを 介 して転写活性化 に関与す る領域 と してER-6以 外 にプロモーター上流 の一7kbp付 近 に
TGA(AIG)CT配 列 を もつdNR(distalnuclearreceptor-bindingelement)領 域が存在す ることが明 らかにされて
いる。一方,通 常哺乳動物 由来の培養細胞が遺伝子の転写活性化研究 に用い られているが,全 ての細胞株
が この研究 に使 えるわ けでは ない。培養細胞の多 くの ものは癌細胞 由来の ものであ り,組 織細胞 の持 って
いる固有 の性質 を変え てお り,特 定 の遺伝子の発現 を欠いていた り,逆 に本来発現 していない ものが発現
していた りす る。それ ゆえに実験 に用 いる細胞株の選択が非常 に重 要 となる。肝臓 に発 現 しているP450,
特 にCYP3A分 子種 の遺伝子調節研究 は,P450を 発現 している細胞 が少 ないため進んでいなかったが,最
近,幾 つかの哺乳類細胞株 がcyp3A遺 伝子 の研究 に用い られ るようになった。その ひ とつ にヒ ト肝癌 由
来 のHepG2細 胞があ る。 この細胞 は誘導剤 によるcyp3A4遺 伝子 の発現誘導 には応答す るが,細 胞内 に
CYP3A4蛋 白は発 現 してい ない。 ラ ッ ト肝癌 由来 のH411E細 胞 や ヒ ト結腸腺癌 由来 のLS174T細 胞 も
cyR3A4遺 伝子発現の誘導研 究 に用 い られている。初代肝細胞 は肝臓組織の質的 な特性 をよく維持 してい
るため,遺 伝子の転写活性化 実験 に よく用 い られているが,新 鮮 なヒ ト試料 は高価 であ り,定 期的 な入手
が 困難で試料の質が均 一で ない。 また,分 離培養後 はす ぐにP450発 現量が減少 して しまう等の問題点が
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あ る。 ところで遺伝子発 現の誘導研究 に使 われている レポーターコンス トラク トには固有の プロモー ター
だけでな く,CMV,TK,SV40な どの強力な プロモー ターが加 え られて構築 さ九てい る。 これ らの人工 プ
ロモー ターはシスエ レメ ン トに結合 した転写 因子か らの シグナルを増幅するこ とがで きるが,必 ず しもfn
伽o組 織での遺伝子発現 と同等 な様相 を示す とは限 らない。一方,発 現 プラス ミドを直接的 に細胞導 入す
る法 は導入効率が低 く,細 胞毒性 を示す こともあ り,さ らに細胞の種 類 によっては遺伝子 を導入で きない
場合 がある。 また,動 物個体への遺伝子導入 には適 していない。
本研究で はヒ トcyp3L44遺 伝子 を動物へ導入 しfηvfvoでcyB44遺 伝子の転写活性化 を研 究 し,よ り
正確 なCYP3A4誘 導 を予測す る ことを 目的 として,ア デ ノウイルスベ クターの特徴 に着 目 し,発 現 ベ ク
ター と して用い るこ とを考 えた。非増殖型 アデ ノウイルスベ ク ターは1980年 代初頭 に開発 され,最 近 で
は遺伝疾患 の治療 だけでな く,癌 の遺伝子 治療へ も利用 されてい る。 このベ ク ターは高度 に分化 した神経
細胞,筋 肉系細胞,肝 細胞 か ら未分化 な上皮細胞,線 維芽細胞 に至 るまで付着細胞 では培養細 胞系 のほぼ
100%の 細胞 に,目 的遺伝 子 を高率 に発 現す ることがで き,動 物個体 内へ の導入 も可 能である。本研 究で
用 いたアデノ ウイルスベ ク ターには約.7kbpま でのイ ンサー トDNAを 挿 入する ことが で きる。そ こで ま
ず,CYP3A4固 有 のプロモー ター領域 とレポ「 ター遺伝子 を組 み込 んだアデ ノウイルス を用い る レポー タ
ーア ッセイ系 をjnvfぴoお よびfnrゴvoで 構 築 し
,CYP3A4誘 導作用 を有す る薬物 を用いて ア ッセ イ系 の評
価 を実施 した。
まず,CyP3レ44の 遺伝子上流域 にSV40プ ロモーターを結合 させた条件 で,HepG2細 胞 において強 く反
応 する こと寮報告 されている転写調節領域(一362bp～+11bp)と レポーター と してル シフェラーゼ遺伝子
を挿 入 した組換 えアデノ ウイルスAdCYP含A4-362をCOS-TPC法 に従 って作製 した。アデノウイルスベ ク
タ㌍ の遺 伝子 上 には強力 な プロモ ー ター やエ ンハ ンサ ーが含 まれ てい ない の で,細 胞 に感 染 す る ≧
C曲A4プ ロモーターに依存 して レポ「 ター遺伝 子が発 現する。 したが って,プ ロモー ター活性 の変化 を
ル シフェラーゼ発現量の変化 として検 出す ることが可能である。実際 には培養細胞 では細胞溶解液,マ ウ
スでは肝臓 ホモ ジネー ト9,000xg上 清 中の ルシフェラーゼ活性 を測定 した。AdCYP3A4-362は 用 いた全 て
の培養細胞 にルシ フェラーゼ を発現 させ たが,fnvf`roレ ポー ターア ッセ イ系確立 の ための条件検 討 は
HepG2細 胞 を用いて行 った。ルシフェラーゼ活性 はAdCYP3A4の 用量 に依存 して増加 したので,以 後 の
検 討 には細胞変性が認 め られず,直 線的 な活性増加 が観 察 され た用量 の中か ら4次 ウイルス液 を1500倍
希釈 して(8.3xlb・TCID5。/ウ エル)用 い た。ル シフ・エ ラーゼ の発現 は少な くとも感染後4日 まで経 時的な増
加 が観 察 さ れ、た。2x105cells/ウ エ ル の細 胞 を10μMク ロ トリマ ゾー ル の存 在 下 に24時 間培 養 後,
AdCYP3A4-362を 感染 させ て,引 き続 きクロ トリマ ゾー ルを培地中に加 え培養 した ところ,感 染後48時 間
、丹
にはル シフェ ラーゼ活性 が上昇 し,ク ロ トリマゾールに よる αp鍋4遺 伝子の転 写活性化 が認め られた。
一方
,AdCYP3A4-362を マ ウス に腹 腔内投 与する と肝臓 内にルシフェラーゼの発現 が認 め られた。その発
現 はウイルスの用量 に依存 して増加 し,投 与後5日 目に最大 となった。その後発現 は減少 し,投 与か ら2
週間後 において も肝臓 中にル シフェラーゼの活性 が認 め られた。
3種 類 のCYP3A誘 導 剤(デ キサ メサ ゾ ン,リ フ ァンピシ ンお よび クロ トリマ ゾー ル)を 用 い て,
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cy駕A4遺 伝子 の転写活性化 が観察 されるか どうか を検討 し,ア ッセイ系 の評価 を実施 した。加vf肋 評価
系での結果は従来か ら行われている遺伝子調節研 究の結果 と同様 に,C四 鍋4遺 伝子発現 の誘導 レベル は
培養細胞株や薬物 によって も異 なつてい た。 リファンピシンによる遺伝子 の転写 活性化 はHepG2細 胞で
は認 め られず,LSI74T細 胞 で は用 量依存 的 な転 写活性化 が観 察 された。 リフ ァンピシ ンは ラ ッ トの
CYP3A分 子種 を誘導 しないが ヒ トのCYP3A4を 誘導す るため,ヒ ト型 のCYP3A誘 導 を確認す るため の
重要な誘導剤 のひとつである。一方,マ ウス を用 いたfηyfro評 価系では,各 種誘導剤 によるルシフェラー
ゼ活性 の上昇が観察 された。 また,CyB44遺 伝子発現 の誘導特性 はマ ウス肝臓の内在性CYP3A活 性 と
よ く相 関 した。 さらにPXRの 結合部位FR-6に 変異 を加 えたAdCYP3A4-362Mを 用 いて同様 なinviro誘 導
実験 を実施 した。変異 プロモーター をもつAdCYP3A4-362Mを 感 染 させ たマ ウスでは リファンピシン及び
クロ トリマゾール によるcyp3A4誘 導 は認め られ なか った。 デキサ メサ ゾンによって もClm3A4誘 導 レ
ベルは大 きく減弱 した。一方,内 在性CYP3A活 性 の誘導 は影響 を受け なかった。このこ とか ら薬物 によ
るCYP3A4遺 伝子 の転写活性化 には,ER-6サ イ トが関与 しているこ とが1nvfvoで 確認 された。 当初予測
した ように遺伝子転写活性化 はfηv伽oとfηyfvoで は必ず しも同様 な結果 を示 さず,薬 物 によるcyp3A4
遺伝子発現の誘導機構 をより正確 に解 明するには 加 γfvo研究 が重要 な役割 を果たす こ とを示 している。
次 にAdCYP3A4-362で は リファンピシンによる十分 な転写活性化がHepG2細 胞 におい て認め られない
ため,dNR領 域 を含む一7836bp～ 一7208bpの 領域 を一362bpま で の領域の上流 に結合 させた アデ ノウイルス
AdCYP3A4-362-7kを 作製 し,リ フ ァンピシンによるCyP3A4誘 導 をよ り確実 に検 出す ることので きるア
ッセイ系の開発 を試みた。AdCYP3A4-362-7kを 用 いてfηyf`ro誘 導実験 を行 うと,AdCYP3A4-362の 場合
よ りも強い転写活性化が認め られ,HepG2細 胞 においてリファンピシ ンによる転写活性化 が観察 され るよ
うになった。 さらに,ヒ トPXRを 発現す る組換 えアデノウイルスAdhPXRを 作製 して,AdCYP3A4-362-
7kと 同時使 用 し,ヒ トPXRを 細胞 内 に過 剰発現 させ る と,各 種 誘導 剤 に よる転写 活性化 は増強 した。
H411E細 胞 におい てAdCYP3A4-362-7k単 独処理 では認 め られ なか った リファンピシンによる転 写活性化
がAdhPXRの 併用処理 によって観察 された。今回のラ ッ ト由来細胞 を用 いた場合,CYP3A4の 誘 導はラ ッ
トPXRに よって引 き起 こされるため,ラ ット型 の誘導 を示 したが,ヒ トPXRを 細胞 内に発現 させる とラ
ッ ト細胞 において ヒ ト型 の誇導が確認 された。 また,AdCYP3A4-362-7kをfnγfvo誘 導実験 に用いた場合,
AdCYP3A4-362と 同様 にCY脇44遺 伝子の転写活性化がマ ウス肝臓 内で観察 された。 さらに,AdhPXRの
併用投与 によ り,転 写活性化 の著 しい増強が認め られた。
薬物 によるCYP3A4の 誘導 にはCAR(constitutiveandrostanereceptor)の 関与 も報告 されてお り,PXR
だけでその転写機構 を説 明す るには不 十分 であ り,他 の転写因子の関与 も考 え られ る。 また,薬 物 の種類
によってその誘導機構 に差異がある可能性 も否定で きない。それゆ えに1hv1γoに お けるcyp鍋4誘 導 を
よ り正確 に反映する 加 嘘ro評 価系 の確立 には,転 写調節 シスエ レメン トや転写 因子 の解 明な ど多 くの解
決 しなければ ならない問題 が残 っているが,ア デノウイルスベ クター を用 いるfnv臨o評 価系 は薬物 の も
つCYP3A4誘 導能 を予備的 に評価 する実験系 と して利用 で きる可能性 が示 された。 また,加vfro評 価系 は
cyp3A4誘 導能 を評価す る系 と しての利用以外 に1nvf`ro研 究か らは得 られ なかった生体 内で実際 に起 こ
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ってい る機 能 の解析 や転 写調節 シスエ レメ ン トを解明す る新 しい手法 として応用 で きる もの と考 え られ
る。
以上,本 研 究 よ り得 られた知見は薬物 のcyp3A4遺 伝子誘導 能 を評価 する ことので きる高感度の ア ッ
セイ系の実用化 に役 立つ もの と考 え られ,ヒ トCYP3A4誘 導 の分 子機構解 明の一助 となる と思わ れる。




審 査 結 果 の 要 旨
薬物代 謝が関与す る薬物相互作用 には,そ の原 因が酵素阻害 による もの と酵素誘導 によるものが知 らお
てい る。CYP3Aサ ブ ファミリーに属す るチ トクロームP450(P450)は 肝臓 お よび消化管の主要な分子種
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であ り,医 薬 品の60%以 上 の代謝 に関与 している。CYP3レ44遺 伝子 の発現 は,糖 質 コルチ コイ ド,成 長 ホ
ルモ ン,ト リヨー ドチ ロニンなどのホルモ ン類,フ ェノバル ビタール,ク ロ トリマゾー ル,ト ログリタゾ
ン,リ ファ ンピシ ン,ニ フェジ ピンな どの種 々の薬物 に よって誘導 される。CYP3A分 子種の誘導 は ヒ ト
と実験動物 との間に誘導能の大 きな差 が認 め られるため,動 物実験 の結果 か らヒ トでの酵素誘 導 を予測す
る ことは難 しく,そ の ため医薬 品 を開発 する上でCYP3A4の 誘導 を予 測可能な優紅たス ク リーニ ング系
の開発が望 まれ てい る。
本研究 ではヒ トcyp3244遺 伝子 を動物へ導入 し1ηvゴvoでCYP3244遺 伝 子の転写活性化 を研 究 し,よ り
正 確 なCYP3A4誘 導 を予 測す るこ とを 目的 と して,ア デ ノウ イルスベ ク ターの開発 を行 った。 まず,
CYP3A4固 有のプ ロモー ター領域 と¥レ ポー ター遺伝子 を組み込んだアデノウイルス を用い るレポー ター'
ア ッセイ系 を 加vf鱒 お よびfηvfvoで 構築 し,CYP3A4誘 導作用 を有する薬物 を用いて アッセ イ系 の評価
を実施 した。HepG2細 胞 において転写調節領域(一362bp一+11bp)と レポー ター としてルシフェラーゼ遺伝
子 を挿入 した組換 えアデノ ウイルスAdCYP3A4-362をCOS-TPC法 に従 って作 製 し,細 胞 に感 染す る と
cyp3A4プ ロモー ターに依存 して レポー ター遺伝子が発現 した。感染後48時 間 にはル シフェラーゼ活性
が上昇 し,ク ロ トリマ ゾールに よるCyP3}44遺 伝子 の転写活性化が認 め られた。 さ らにAdCYP3A4-362
をマウスに腹腔 内投与す ると肝臓 内 にルシフェラーゼの発現 が認 め られた。 ただ しリファンピシンに よる
遺伝子 の転写活 性化 はHepG2細 胞で は認め られず,LS174T細 胞では転写活性化が観 察 された。
次 にAdCYP3A4-362で はリファンピシンによる十分 な転写活性化 がHepG2細 胞 にお いて認 め られ ない
ため,dNR領 域 を含 む 一7836bp_一7208bpの 領域 を一362bpま での領域 の上流 に結合 させたアデノウイ
ルスAdCYP3A4-362-7Kを 作製 し,リ フ ァンピシンによるCyP3A4誘 導 をよ り確実 に検 出する ことの
で きるア ッセ イ系 を開発 した。 さ らに,1ヒ トPXRを 発現す る組換 えアデ ノウイルスAdhPXRを 作製 して,
AdCYP3A4-362-7Kと 同時使用 し,ヒ トPXRを 細胞 内に過剰発 現 させ る と,各 種誘導剤 による転写活
性化 は増 強 した。1η碗ro評 価 系の確 立 には,転 写調節 シスエ レメ ン トや転写 因子 の解明 など多 くの解決
しなければな らない問題が残 ってい るが,ア デ ノウイルスベ クター を用 いる ノηyfぴo評 価系 は薬物 の もつ
cyp鍋4誘 導能 を予備 的に評価す る実験 系 と して利用で きる可能性 が示 された。
よって本論文 は博士(薬 学)の 学位論 文 として合格 と認め る。
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